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A etapa principal na ativação e ligação da insulina ao seu receptor
é a dissociação dos hexâmeros do hormônio, normalmente presente
nas preparações farmacêuticas, para a forma monomérica
bioativa. A utilização de diferentes ciclodextrinas (CDs) como
adjuvantes em formulações contendo insulina vem sendo explorada
e os estudos realizados demonstram que estas substâncias podem
aumentar a absorção da insulina principalmente por diminuírem
sua capacidade de formar dímeros e hexâmeros em meio aquoso.
No presente trabalho, complexos de insulina:hidroxipropil-β-
ciclodextrina (INS:HP-β-CD) e insulina:dimetil-β-ciclodextrina
(INS:DM-β-CD) foram caracterizados utilizando técnicas de
titulação calorimétrica isotérmica e espalhamento dinâmico de
luz. Por meio da titulação calorimétrica foram determinados os
parâmetros termodinâmicos de interação entre a insulina e as CDs
utilizadas, sugerindo que o mecanismo de complexação ocorre
com aumento de entropia para ambos os sistemas. Os experimentos
de espalhamento dinâmico de luz não indicaram diminuição do
diâmetro hidrodinâmico das espécies moleculares de insulina após
a complexação com as CDs. Os complexos INS:HP-β-CD e
INS:DM-β-CD foram encapsulados em microesferas (MEs) de
PLGA 50:50. A caracterização das MEs obtidas revelou aumento
considerável na taxa de encapsulamento de insulina quando
complexada com as CDs sem que ocorresse diferença significativa
no diâmetro das partículas em função da complexação.
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INTRODUÇÃO
As ciclodextrinas (CDs) são oligossacarídeos
cíclicos compostos por unidades glicosídicas unidas por
intermédio de uma ligação do tipo α-(1-4). As CDs podem
ser consideradas moléculas anfifílicas, por apresentarem
duas regiões de comportamento diferentes. O seu exterior
é formado por grupos hidroxilas sendo altamente polar,
enquanto o interior da cavidade é relativamente apolar.
Dessa forma, as CDs são capazes de interagir com diver-
sas espécies, formando complexos estabilizados por liga-
ções não covalentes, os quais são denominados complexos
de inclusão. Estes complexos são caracterizados pela pe-
netração parcial ou total de moléculas na cavidade das
CDs. A formação dos complexos pode ter o propósito de
aumentar a solubilidade, a estabilidade, a taxa de absorção
ou reduzir a toxicidade do fármaco neles associado
(Loftsson; Brewster, 1996; Irie, Uekama, 1997, 1998;
Rajewski, Stella, 1996; Stella, Rajewski, 1997).
A insulina é uma proteína com massa molecular de
5,8 KD e ponto isoelétrico em pH 5,4. Suas moléculas
existem sob a forma monomérica apenas em concentrações
inferiores a 0,6 µg/mL. Em concentrações mais altas,
freqüentemente encontradas nas preparações farmacêuti-
cas, ocorre uma auto-associação reversível dos monômeros
para formação de dímeros e hexâmeros. Esta auto-associ-
ação é mediada por ligações de hidrogênio intermoleculares
não covalentes entre grupos da cadeia lateral do peptídeo
nas posições B24 e B26 de cada monômero e influenciada
pela concentração molar, pH, força iônica, temperatura e
presença de íons divalentes (ex. Zn2+) no meio. Em soluções
ácidas (pH ~ 2) e à temperatura ambiente a insulina apre-
senta-se predominantemente sob a forma de dímeros. O
hexâmero representa a estrutura quaternária estável da
molécula de insulina, que permite a conservação das pre-
parações farmacêuticas por vários meses, sob refrigeração.
A etapa principal na ativação e ligação da insulina ao seu
receptor é a dissociação da forma hexamérica do hormônio,
normalmente presente nas preparações farmacêuticas, para
a forma monomérica bioativa (Derewenda et al., 1989;
Chien, 1996; Heinemannl et al., 2002; Kjeldsen,
Pettersson, 2003).
A utilização de diferentes CDs como adjuvante em
formulações contendo insulina vem sendo explorada por
diferentes grupos de pesquisadores nos últimos anos (Shao
et al., 1992, 1994a, 1994b; Watanable et al., 1992;
Rodrigues-Junior et al., 2003; Santiago et al., 2003). Os
estudos realizados demonstram que as CDs podem aumen-
tar a taxa de absorção da insulina principalmente por dimi-
nuírem a sua capacidade de formar dímeros e hexâmeros
em meio aquoso (Menard, Rhodes, 1990; Shao et al., 1992,
1994a, 1994b; Watanable et al., 1992; Schipper et al.,
1993; Rajewski, Stella, 1996; Aguiar et al., 2004).
A estabilidade térmica da insulina complexada com
metil-β-CD e com hidroxipropil-β-CD (HP-β-CD) foi ava-
liada, empregando-se o mesmo método analítico, por
Dotsikas et al. (2002) e por Santiago et al. (2003), respec-
tivamente. Em ambos os estudos, o aumento da estabilidade
da insulina quando complexada com as CDs foi observa-
do, ficando a taxa de degradação da insulina significativa-
mente menor quando submetida ao processo de aquecimen-
to em comparação à insulina livre. Estes resultados suge-
rem que as espécies de CDs avaliadas têm um pronuncia-
do efeito estabilizador na decomposição da insulina, pro-
vavelmente atribuído ao impedimento estérico resultante da
complexação, que protegeria o hormônio de um ataque
nucleofílico em meio aquoso.
Apesar dos possíveis benefícios da complexação da
insulina com as CDs, tais como o aumento da estabilidade,
a inibição da auto-associação e o aumento da absorção, o
complexo não é capaz de promover uma liberação contro-
lada do fármaco, condição importante para o tratamento do
diabetes. Desse modo, a incorporação do complexo em uma
forma farmacêutica que possibilite a obtenção de um me-
dicamento com perfil de liberação controlada é de funda-
mental importância (De Rosa et al., 2004).
Vários estudos utilizando microesferas de ácido poli-
lático-co-glicólico (PLGA) encapsulando insulina foram
realizados nos últimos anos com ênfase na obtenção de
sistemas destinados á administração pulmonar, per os e
nasal. Os resultados obtidos indicam a clara viabilidade na
utilização de microesferas como formas alternativas para
o transporte de insulina para diferentes sítios de absorção
(Soriano et al., 1996; Uchida et al., 1996, 1997; Ben-Jebria
et al., 2000; Aguiar et al., 2004). Rodrigues-Junior et al.
(2003) complexaram insulina com dimetil-β-CD (DM-β-
CD) e relataram aumento na taxa de encapsulamento em
microesferas de PLGA. Além disso, observaram que a
administração intratraqueal destas microesferas apresentou
resultados similares na redução da glicose plasmática de
ratos quando comparada à insulina administrada por via
parenteral.
São encontrados, na literatura, alguns artigos descre-
vendo estudos de caracterização de complexos de
insulina:CDs. Entre estes, destacam-se o estudo desenvol-
vido por Aguiar et al. (2001), no qual foram utilizadas téc-
nicas de ressonância magnética nuclear de hidrogênio
(RMN de 1H), calorimetria diferencial de varredura (DSC)
e dicroísmo circular para caracterizar complexos de
insulina:DM-β-CD (INS:DM-β-CD), e o trabalho realiza-
do por Quaglia et al. (2003), em que a técnica de dicroísmo
circular foi empregada para caracterizar complexos de
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insulina:hidroxipropil-β-ciclodextrina (INS:HP-β-CD).
Entretanto, até o presente momento, nenhum estudo de ca-
racterização de complexos INS:HP-β-CD e INS:DM-β-
CD utilizando técnicas de titulação calorimétrica
isotérmica e espalhamento dinâmico de luz foi encontrado.
Portanto, um dos objetivos do presente estudo foi a carac-
terização de complexos de INS:HP-β-CD e INS:DM-β-CD
por meio das técnicas citadas. A obtenção de microesferas
de PLGA 50:50 contendo os referidos complexos e a ava-
liação da influência do tipo de complexo no diâmetro das
partículas, na taxa de encapsulamento e no perfil de libe-
ração do hormônio encapsulado, também foram objeto
deste trabalho.
A titulação calorimétrica isotérmica é uma das mais
poderosas ferramentas utilizadas no estudo de processos de
complexometria. Esta técnica utiliza como fundamento a
medida direta do fluxo de calor envolvido em uma reação.
Considerando que qualquer processo reacional envolve
sempre quebra e formação de interações intermoleculares,
e que associado a estes fenômenos existe um fluxo de ca-
lor, esta técnica atua como detector universal de reações
químicas (Microcal, 1998; Ladbury, 2001; Turnbull,
Daranas, 2003).
A técnica de espalhamento de luz tem demonstrado
importância fundamental no estudo do tamanho e da forma
de partículas presentes em uma grande variedade de siste-
mas (Dalgleish, Hallet, 1995). Esta técnica se baseia no
fenômeno conhecido por “espalhamento Rayleigh” ou
“espalhamento quasi-elástico”, onde a radiação espalhada
apresenta o mesmo comprimento de onda da radiação inci-
dente (Tanford, 1961; Hiemenz,1986).
MATERIAL E MÉTODOS
Material
Cristais de insulina suína sódica (Lote No MLS-2-
464, potência: 26.3 I.U.mg-1, Novo Nordisk, Brasil). 2,6-
dimetil-β-ciclodextrina (Sigma-Aldrich Co, EUA). 6,5-
hidroxipropil-β-ciclodextrina, (C Cavitron® 82006,
Cerester Inc., EUA). Polímero poli (D,L-lático-co-
glicólico) 50:50 (Resomer® RG 504, Boehringer Ingelheim,
Alemanha). Álcool polivinílico (PVA, MW 72000, Sigma-
Aldrich Co, EUA). Água ultra pura obtida por Milli-Q. Os
demais reagentes utilizados e não listados foram de grau
analítico ou apropriados para uso farmacêutico.
Métodos
Titulação calorimétrica isotérmica
Os experimentos consistiram na titulação das CDs
em soluções contendo insulina (INS). Todas as titulações
foram realizadas a 25 oC e todas as soluções foram pre-
paradas em tampão KH2PO4 (0,2 molL
-1), pH 8,2. Para a
obtenção dos sistemas insulina:dimetil-β-ciclodextrina
(INS:DM-β-CD) e insulina:hidroxipropil-β-ciclodextrina
(INS:HP-β-CD), foram tituladas soluções de insulina
1 mmolL-1 em tampão KH2PO4, pH 8,2, com soluções de
DM-β-CD e HP-β-CD, ambas na concentração de
150 mmolL-1. Foi realizado, também, experimento de dilui-
ção das soluções de DM-β-CD e HP-β-CD, a 150 mmolL-1,
em tampão, o qual serviu de branco. O Microcalorímetro
VP-ITC®, MICROCAL (EUA), foi empregado na realiza-
ção deste experimento.
Todos os experimentos foram realizados em triplicata
após a calibração elétrica e química do calorímetro e o
volume utilizado na cela calorimétrica foi de 1,5 mL. Cada
titulação consistiu de 40 injeções de 5 mL e uma primeira
injeção de 1 µL, a qual foi descartada para eliminar efeitos
de difusão de material da seringa para a cela e da cela para
a seringa. O volume total injetado foi de 201 µL. O tempo
de injeção foi de 2 segundos e o intervalo de tempo entre
cada injeção foi de 360 segundos, o qual foi suficiente para
garantir o alcance do equilíbrio termodinâmico entre as
sucessivas injeções. A correção das concentrações bem
como a conversão do fluxo de calor envolvido nos experi-
mentos em entalpia molar parcial de injeção – ΔinjH
o, foi
feito automaticamente com o emprego do programa
MICROCAL ORIGIN 5.0®, para ITC.
Neste experimento, foi possível utilizar o modelo
matemático denominado “Isoterma de Wiseman” para
fazer o ajuste não-linear dos pontos das curvas
calorimétricas e determinar os parâmetros termodinâmicos
de interação. Desse modo, antes do ajuste não-linear, os
dados calorimétricos foram subtraídos dos respectivos
brancos (Turnbull, Daranas, 2003).
Espalhamento dinâmico de luz
O objetivo da utilização desta técnica foi a determi-
nação do diâmetro hidrodinâmico das espécies moleculares
de insulina em função da concentração de HP-β-CD e DM-
β-CD, em tampão KH2PO4 (0,2 molL
-1), pH 8,2. Foram
empregadas as seguintes condições: temperatura 25 ºC,
ângulo do feixe incidente de 90º e comprimento de onda do
laser de 633 nm.
Os experimentos foram realizados utilizando solu-
ções de insulina na concentração de 1 mM e soluções de
HP-β-CD e DM-β-CD ambas na concentração de 150 mM.
Para cada sistema, INS:DM-β-CD e INS:HP-β-CD,
alíquotas de 10 mL da solução de ciclodextrina, DM-β-CD
ou HP-β-CD, foram adicionadas a uma cubeta de
polietileno contendo 1,5 mL da solução de insulina. Um
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total de 25 alíquotas foi adicionado em intervalos de 120
segundos entre cada adição. Todos os ensaios foram reali-
zados em triplicata utilizando o equipamento ZETASIZER
nano ZS®, Malvern Instruments, EUA.
Obtenção de microesferas de PLGA 50:50 contendo
complexos de insulina:ciclodextrina
Para o preparo do complexo de INS:DM-β-CD,
12,5 mg de insulina e 14,50 mg de DM-β-CD foram pesa-
das e dissolvidas em tampão KH2PO4, pH 8,2. A solução
resultante, de razão molar em INS:CD igual a 1:5, foi agi-
tada a temperatura ambiente durante quatro horas. De for-
ma semelhante, para o preparo do complexo de INS:HP-β-
CD, 10,9 mg de insulina e 14,15 mg de HP-β-CD foram pe-
sadas e dissolvidas em tampão KH2PO4, pH 8,2. A solução
resultante, de razão molar em INS:CD igual a 1:5, foi agi-
tada à temperatura ambiente durante quatro horas. Para o
preparo das microesferas contendo apenas insulina,
6,25 mg de insulina foram pesadas e dissolvidas em tam-
pão KH2PO4, pH 8,2. A solução obtida foi agitada à tem-
peratura ambiente durante quatro horas.
Para o preparo das microesferas, inicialmente,
210 mg de PLGA 50:50 foram dissolvidas em 30 mL de
diclorometano utilizando um homogeneizador (Agitador
ULTRATURRAX T25 IKA® (Labortechnik, Alemanha).
Em seguida, para formação da emulsão A/O, a fase aquo-
sa contendo o complexo de INS:DM-β-CD ou INS:HP-β-
CD ou insulina, foi vertida à fase orgânica e mantida sob
forte agitação por um minuto. A emulsão A/O obtida foi
vertida, sob agitação moderada (Agitador EUROSTAR -
IKA®, Labortechnik, Alemanha), em 100 mL de solução
aquosa de PVA 5% para formação da emulsão A/O/A e
mantida sob agitação, a temperatura ambiente, até comple-
ta evaporação do solvente orgânico.
As microesferas obtidas foram centrifugadas por
20 min, a 23.000 x g, a 4 ºC, (Centrífuga HIMAC -
CR21®, Hitachi, Japão) lavadas por três vezes com água
destilada e novamente centrifugadas por 10 min. O
sobrenadante foi descartado e as microesferas res-
suspendidas em água, congeladas em nitrogênio líquido,
liofilizadas por 12 horas (Liofilizador de bancada E-C
MODULYO®, Apparatus Inc., EUA) e armazenadas sob
refrigeração.
CARACTERIZAÇÃO DAS MICROESFERAS DE
PLGA (50:50)
Determinação do diâmetro médio das partículas
Neste estudo, uma amostra de cada tipo de microesfera
foi dispersa em água destilada e a distribuição de diâmetro das
partículas foi avaliada por difratometria a laser (Equipamento
MASTERSIZER 2000E®, Malvern Istruments, EUA).
Determinação do teor de insulina encapsulada
Neste experimento, 10 mg de microesferas foram
adicionadas a 1 mL de acetonitrila. A dispersão obtida foi
sonicada em banho de ultra-som (BRANSON, modelo R-
MTH 3210 da, EUA) por 30 minutos e em seguida foi
centrifugada a 23.000 x g por 5 minutos. O sobrenadante
obtido foi descartado e o pellet remanescente foi dissolvi-
do em ácido clorídrico 0,1 N. Nova centrifugação foi rea-
lizada e a concentração de insulina encapsulada presente no
sobrenadante obtido foi determinada por Cromatografia
Líquida de alta eficiência (CLAE).
Determinação do perfil de liberação in vitro
Para determinar o perfil de liberação, cinco frascos
de penicilina contendo cada um 20 mg de microesferas e 1,0
mL de tampão fosfato pH 7,4 foram mantidos em banho
termostático, sob agitação constante, e à temperatura de
37± 0,5 ºC. Nos intervalos de 30, 60, 120, 180 e 360 mi-
nutos retirou-se cada um dos frascos, a suspensão de
microesferas foi centrifugada e a quantidade de insulina
presente no sobrenadante foi determinada por CLAE.
Determinação do teor de insulina por CLAE
Nesta etapa, o Cromatógrafo líquido WATERS®,
equipado com bomba WATERS® modelo 515, autoinjetor
WATERS® modelo 717 plus, coluna Shim-pack® LC18
(SHIMADZU) 25 cm x 4,6 mm com partículas de 5 µm,
detector de ultravioleta WATERS® modelo 2487 e progra-
ma MILLENIUM® v.2.15.01 foram utilizados. As seguin-
tes condições cromatográficas foram adotadas: fase móvel
constituída de solução de sulfato de sódio 0,2 M, pH 2,3,
ajustado com ácido fosfórico e acetonitrila, na proporção
72:28, fluxo da fase móvel de 1 mL/minuto em modo
isocrático, comprimento de onda de detecção no UV de
214 nm, volume de injeção de 20 µL e coluna mantida à
temperatura ambiente. O método descrito, adaptado de
Soriano et al. (1996), proporcionou especificidade,
linearidade na faixa de trabalho de 10 a 200 µg/mL de in-
sulina e também repetibilidade dos dados obtidos, sendo,
portanto, considerado validado para a determinação do
fármaco nas amostras a serem analisadas.
RESULTADOS
Na Figura 1 está representado as curvas de entalpia
envolvidas no processo de diluição, em tampão, das solu-
ções de DM-β-CD e HP-β-CD a 150 mmolL-1. Pode-se
observar que a entalpia envolvida nos dois processos de
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diluição são significativas, sugerindo uma forte interação
entre as CDs e o solvente utilizado (tampão).
A titulação de DM-β-CD e HP-β-CD com solução de
insulina na concentração de 50 mM, originou as curvas
representadas nas Figuras 2a e 3a. As curvas obtidas após
subtração dos respectivos brancos estão representadas nas
Figuras 2b e 3b. Como o perfil das curvas de titulação para
ambos os sistemas é próximo de uma sigmóide, por inter-
médio da regressão não-linear da Isoterma de Wiseman
(Equação 1), foi possível extrair os seguintes parâmetros
termodinâmicos de interação: N - coeficiente este-
quiométrico, K - constante de equilíbrio e ΔintH
o - entalpia
padrão de interação. Com o emprego das equações 2 e 3,
foram determinados os parâmetros de energia livre padrão
de interação (ΔintG
o) e de energia entrópica padrão de
interação (TΔintS
o) (Turnbull, Daranas, 2003). Todos os
cálculos foram realizados utilizando o programa
MICROCAL ORIGIN 5.0 para ITC e os dados obtidos




FIGURA 1 - Curvas de entalpia envolvidas nas diluições
das CDs em tampão KH2PO4 (pH 8,2): ( ) HP-β-CD e
( ) DM-β-CD.
FIGURA 2 - Titulação Calorimétrica da DM-β-CD em insulina. (a): ( ) diluição calorimétrica da DM-β-CD
(0,150 mol/L) em tampão KH2PO4 (pH 8,2) e ( ) titulação calorimétrica da DM-β-CD (0,150 mol/L) em INS
(1 x 10-3 mol/L). (b): ( ) Curva obtida após a subtração do branco e (—) ajuste sigmóide.
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A Figura 4 corresponde à curva obtida nos experi-
mentos de espalhamento dinâmico de luz. Nestes experi-
mentos, o diâmetro hidrodinâmico (Dh) da insulina foi ana-
lisado em função das concentrações de DM-β-CD e de HP-
β-CD, em tampão KH2PO4 (0,2 mol/L), pH 8,2. A concen-
tração de insulina utilizada foi de 1 mM e, de acordo com
Kjeldsen e Pettersson (2003) em soluções com concentra-
ções superiores a 0,1 mM, a insulina está predominante-
mente na forma hexamérica e, portanto, no 1º ponto dos
gráficos, onde a concentração de ciclodextrina é zero, o Dh
encontrado provavelmente refere-se aos hexâmeros de in-
sulina. Em tampão o Dh médio das partículas é pelo menos
duas vezes maior do que o observado em água.
Na Tabela II estão descritos os resultados do efeito do
tipo de complexo (INS:DM-β-CD ou INS:HP-β-CD) sobre o
diâmetro médio e sobre o teor de insulina encapsulada nas
microesferas de PLGA preparadas. Pode-se observar que,
TABELA I - Parâmetros termodinâmicos do processo de complexação de insulina com DM-β-CD e HP-β-CD em tampão
KH2PO4 (pH 8,2) a 25 ºC
Sistema K (M-1) ΔHº (KJ/mol) ΔSº (J/molK) TΔS (KJ/mol) ΔGº (KJ/mol) N
INS:DM-β-CD 5,6 E4 ± 1,9 E4 1,8 ± 0,26 99,8 29,8 -28,0 15
INS:HP-β-CD 427,3 ± 80,2 -0,8 ± 0,1 46,5 14,2 -15,0 9
FIGURA 3 - Titulação Calorimétrica da HP-β-CD em insulina. (a): ( ) diluição calorimétrica da HP-β-CD (0,150 mol/
L) em tampão KH2PO4, pH 8,2, e ( ) titulação calorimétrica da HP-β-CD (0,150 mol/L) em INS (1 x 10
-1 mol/L). (b):
( ) Curva obtida após a subtração do branco e (—) ajuste sigmóide.
FIGURA 4 - Determinação do diâmetro hidrodinâmico (Dh)
das espécies moleculares de insulina em função da adição
de DM-β-CD e HP-β-CD.
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independente da forma encapsulada do hormônio: insulina não
complexada, INS:DM-β-CD e INS:HP-β-CD, não ocorreu
diferença significativa no diâmetro médio das microesferas de
PLGA obtidas. Entretanto, um aumento considerável na taxa
de encapsulamento de insulina foi observado em função da
complexação com DM-β-CD e HP-β-CD.
A avaliação do perfil de liberação de insulina a par-
tir dos três tipos de microesferas obtidas está representada
na Figura 5. Como pode ser observado, nos primeiros 30
minutos de ensaio, cerca de 80% da proteína havia sido
liberada da formulação preparada com a fase aquosa con-
tendo apenas insulina, ±70% foi liberada a partir das
microesferas contendo o complexo INS:DM-β-CD e ±53%
liberados a partir daquelas contendo INS:HP-β-CD.
DISCUSSÃO
Moléculas de insulina em solução existem em mistu-
ra de estados de associação, sendo que monômeros,
dímeros e hexâmeros coexistem sob um equilíbrio dinâmi-
co. Em virtude das formas mutiméricas não serem
bioativas, já que estas não são capazes de se ligarem ao
receptor específico do hormônio, o estado de associação da
insulina é o ponto chave no controle da sua atividade in
vivo. Em adição, a dissociação dos hexâmeros de insulina
em dímeros e monômeros é a barreira limitante para absor-
ção subcutânea e diretamente afeta a resposta
farmacológica das preparações comerciais (Chien, 1996).
Tendo em vista a literatura disponível demonstrando
a utilização da HP-β-CD e DM-β-CD como promotores de
absorção de insulina por reduzirem sua capacidade de for-
mar dímeros e hexâmeros em meio aquoso, o presente es-
tudo teve como um dos objetivos caracterizar complexos
formados entre a insulina e dois tipos de CDs: HP-β-CD e
DM-β-CD. Para isso foram realizadas avaliações
termodinâmicas como estratégia para o aprofundamento do
conhecimento das interações existentes no sistema
insulina:ciclodextrina.
A entalpia está relacionada com a quebra e formação de
interações. Processos exotérmicos e endotérmicos indicam,
respectivamente, a formação de interações mais ou menos
estáveis do que as existentes antes da complexação. A entropia
está relacionada ao grau de desordem que o sistema pode as-
sumir em função dos processos de complexação. Alterações
de entropia podem informar sobre o balanço solvatação/
dessolvatação das espécies durante a complexação, a variação
no número de espécies no produto em relação aos reagentes,
a mobilidade molecular, a mistura, a agregação, e as alterações
conformacionais das macromoléculas (Rekharsky, Inove,
1998; Rekharsky et al., 2002).
Inicialmente, foram realizados experimentos
calorimétricos de diluição da DM-β-CD e HP-β-CD em
tampão KH2PO4 (pH 8,2), uma vez que estes serviram de
branco para o restante dos experimentos e permitiram ve-
rificar a existência de efeitos de interação das CDs com
o solvente. Para ambas as CDs, observa-se que o fenôme-
no de complexação ocorre com aumento da entropia do
sistema, ocorrendo endotermicamente com a DM-β-CD e
exotermicamente com a HP-β-CD. É importante ressaltar
que as soluções de CDs estão bastante concentradas ([CD]
= 150 mM) e se na diluição, onde moléculas são afastadas
umas das outras, existe liberação de energia, é provável a
ocorrência de desagregação de agregados de CDs (Menard,
Rhodes, 1990; Ladbury, 2001; Rekharsky, Inove, 1998;
Rekharsky et al., 2002).
TABELA II - Diâmetro médio e teor de insulina encapsulada nas microesferas obtidas
Microesferas Diâmetro médioa (mm) %DPR Insulina encapsuladaa %
INSULINA 2,27 9,0 9,00 (± 0,15)
INS:DM-β-CD 2,20 3,2 16,71 (± 0,30)
INS:HP-β-CD 2,55 5,6 13,74 (± 0,65)
a n= 3,0
FIGURA 5 - Perfil de liberação de insulina a partir das
microesferas (MEs) de PLGA contendo insulina, INS:DM-
β-CD e INS:HP-β-CD (n=5).
V. C. Fernandes, A. M. L. Denadai, R. D. S. Millán, R. J. Alves, A. S. Cunha Júnior550
Toda interação intermolecular em solução é sempre
um balanço de aspectos entálpicos, geralmente ligados à
quebra e formação de interações; e aspectos entrópicos, ge-
ralmente ligados a solvatação/dessolvatação e mudanças
conformacionais. Em sistemas mais simples, com moléculas
hospedeiras com tamanho próximo ao das CDs, observa-se
que a complexação é principalmente devida a formação de
ligações de hidrogênio estáveis entre as moléculas de água
liberadas da cavidade das ciclodextrinas com o restante das
moléculas de água do solvente, podendo ser fortalecida pela
formação de interações do tipo dipolares, iônicas e ligações
de hidrogênio, entre grupos funcionais das moléculas hospe-
deiras e as ciclodextrinas. Nestes casos, é comum também
atribuir a redução de entropia à diminuição da mobilidade
molecular e redução do número de espécies livres em solu-
ção (Menard, Rhodes, 1990; Ladbury, 2001; Rekharsky,
Inove, 1998; Rekharsky et al., 2002).
No presente estudo, observa-se a formação de espé-
cies com coeficiente estequiométrico elevado (N ≈ 15 para
DM-β-CD e N ≈ 10 para a HP-β-CD). Segundo dados da
literatura, tais complexos têm mobilidade molecular redu-
zida, ocasionando uma redução no número de espécies li-
vres em solução. Mesmo observando aumento de entropia
no sistema, pode-se dizer que intensa dessolvatação deve
estar ocorrendo para contrabalancear a formação de espé-
cies com coeficientes estequiométricos tão elevados. Tal
dessovatação implica em quebra de ligações de hidrogênio
água-água e água-insulina, além de interações do tipo
água-íons, íons-insulina, íons-íons, levando assim a valo-
res reduzidos de ΔintHo.
As diferenças nos valores dos coeficientes estequio-
métricos e nas constantes de equilíbrio entre as duas CDs
podem ser atribuídas ao menor tamanho da DM-β-CD em
relação à HP-β-CD. Esta última teria maior dificuldade de
se aproximar da molécula de insulina do que a DM-β-CD,
levando assim à formação de espécie com menor
estequiometria e menor constante de interação. No caso da
HP-β-CD, observa-se ainda que os valores de ΔintHo são
negativos enquanto para a DM-β-CD estes são positivos.
Esta diferença pode ser devida a presença dos grupos
hidroxipropila (CH2CH(OH)CH3), os quais são capazes de
fazer ligações de hidrogênio com grupos NH, OH e O- da
insulina (Menard, Rhodes, 1990; Ladbury, 2001;
Rekharsky, Inove, 1998; Rekharsky et al., 2002).
Um dos objetivos da complexação da insulina com
moléculas de CD é a sua estabilização e a inibição da forma-
ção de dímeros e hexâmeros, por meio da inclusão dos gru-
pos hidrofóbicos expostos nos monômeros do peptídeo den-
tro da cavidade da CD (Tokiro et al., 1997). Os resultados
obtidos nos experimentos de espalhamento de luz não reve-
laram diminuição significativa do diâmetro hidrodinâmico
das partículas presentes no meio, o que sugere a manutenção
da capacidade de formação de dímeros e hexâmeros de insu-
lina mesmo após a adição das CDs. Entretanto, nos experi-
mentos de titulação calorimétrica isotérmica, observou-se a
formação de complexos com coeficiente estequiométrico
elevado sugerindo, a princípio, que a presença das molécu-
las de CDs promoveria aumento ou não alteraria o tamanho
médio das partículas, mesmo ocorrendo redução na capaci-
dade de formação de dímeros e hexâmeros de insulina.
A análise dos resultados de Dh revelou diferenças en-
tre os experimentos realizados em água e em tampão. Em
água, observa-se aumento no Dh das partículas após a adi-
ção da HP-β-CD e da DM-β-CD, enquanto que em tampão,
observa-se aumento muito pouco acentuado no Dh durante
a titulação com HP-β-CD e pequena redução de tamanho da
partícula durante a titulação com DM-β-CD. Essa diferen-
ça poderia ser atribuída, em parte, à presença de cargas na
molécula de insulina, que atrairia para sua superfície maior
número de íons, conferindo-lhe maior Dh em tampão quan-
do em comparação com o peptídeo em água pura. Em tam-
pão, a dessolvatação seria maior por haver maior número de
íons na camada de solvatação da molécula de insulina, pro-
vocando uma atenuação na variação do Dh decorrente da
complexação com as CDs. A intensa dessolvatação é com-
patível com o aumento de entropia observado nos experimen-
tos de ITC e, também, com a quebra de interações íon-íon e
íon-dipolo entre os íons e a molécula de insulina.
Na etapa seguinte do presente estudo, os complexos
de INS:DM-β-CD e de INS:HP-β-CD foram encapsulados
em microesferas de PLGA 50:50 e a influência do tipo de
complexo de insulina:CD sobre o diâmetro médio, taxa de
encapsulamento e perfil de liberação das microesferas foi
avaliada.
A proporção molar equivalente a 1:5 de INS:CDs
utilizada no preparo das microesferas foi baseada no tra-
balho realizado por Rodrigues-Junior et al. (2003), que,
pela caracterização de microesferas de PLGA 50:50 con-
tendo o complexo INS:HP-²-CD observaram que propor-
ções molares acima de 1:5 acarretavam aumento significa-
tivo no diâmetro das partículas sem alteração significativa
na taxa de insulina encapsulada.
No presente estudo, a utilização dos complexos
INS:DM-β-CD e INS:HP-β-CD para o preparo das
microesferas de PLGA 50:50 permitiu taxa significativa-
mente maior de insulina encapsulada em comparação às
partículas obtidas com o peptídeo não complexado, mas
sem que ocorressem diferenças significativas no diâmetro
médio das microesferas. A utilização das CDs aumentou a
solubilidade da insulina em tampão KH2PO4 (pH 8,2), o
que provavelmente permitiu o aumento observado na taxa
de encapsulamento. A solubilidade apresentada pela insu-
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lina em tampão KH2PO4, pH 8,2 aumentou de 50 mg/mL
para 87 mg/mL após a complexação com a HP-β-CD e
para 100 mg/mL com a DM-β-CD.
As CDs têm sido utilizadas para modificar as caracte-
rísticas de liberação de sistemas poliméricos em virtude da sua
capacidade de formar complexos de inclusão com fármacos,
originando espécies com diferentes solubilidades e coeficien-
te de difusão. A complexação de CDs com proteínas, por meio
da inclusão de aminoácidos hidrofóbicos em sua cavidade,
pode afetar a estrutura tridimensional e propriedades quími-
cas e biológicas das macromoléculas (Irie, Uekama, 1998).
Sendo assim as CDs poderiam funcionar como uma ferramen-
ta adicional para modular a taxa de liberação de insulina pre-
sente em microesferas de PLGA (De Rosa et al., 2004). No
presente estudo as microesferas obtidas contendo os comple-
xos INS:DMβCD ou INS:HPβCD apresentaram liberação
menor e mais lenta de insulina, quando comparada ao perfil de
liberação do peptídeo não complexado. Esse resultado pode-
ria estar relacionado às características das microesferas pre-
paradas, como a porosidade e reduzido diâmetro das partículas
obtidas e a ocorrência de interações entre os complexos de
INS:DM-β-CD e de INS:HP-β-CD com o polímero PLGA,
o que acarretaria liberação mais lenta de insulina a partir dos
sistemas obtidos.
Embora as microesferas obtidas tenham apresentado
um rápido perfil de liberação da insulina encapsulada, es-
tes sistemas poderiam apresentar interesse em relação à
administração nasal e pulmonar. De fato, o reduzido diâme-
tro das partículas produzidas seria ideal para administra-
ção do hormônio por estas vias. Além disso, a administra-
ção nasal requer rápida liberação do fármaco encapsulado
uma vez que os movimentos ciliares podem remover o sis-
tema do local de ação (Hinchcliffe, Illum, 1999; Patton et
al., 1999; White, Campbell, 2001).
Apesar de as microesferas contendo os complexos
INS:DM-β-CD e INS:HP-β-CD apresentarem resultados
aproximados para taxa de encapsulamento, diâmetro das
partículas e perfil de liberação, a avaliação in vivo da res-
posta hipoglicemiante por meio da administração das
microesferas por via não-parenteral, como por exemplo a
pulmonar, é necessária para se comprovar a real similari-
dade dos sistemas obtidos.
ABSTRACT
Physico-chemical caracterization of insulin:dimethyl-β-
cyclodextrin and insulin:hydroxypropil-β-cyclodextrin
complexes and evaluation of the kind of complexes on
the biodegradable microspheres preparation
The main stage in the linking and activation of the specific
receptors by the insulin is the dissociation of this peptide
hexamers, normally present in pharmaceutical
formulations, in the monomeric active form. Because of
this, the use of different cyclodextrins as adjuvants in the
formulations containing insulin has been explored and the
realized studies have demonstrated that the cyclodextrins
can increase the absorption of the insulin mainly by
reducing the ability of insulin oligomerization in aqueous
media. In this work, complexes of INS:HP-β-CD and
INS:DM-β-CD have been characterized by the use of
isothermal calorimetry titration (ICT) and dynamic
scattering of light. By means of ICT, the thermodynamic
parameters of interaction between insulin and the
cyclodextrins have been determined, and it was observed
that the complexation occurs with an increase of entropy
for both systems. The experiments of dynamic scattering
of light have not showed reduction in the size of insulin
particles, which could indicate the dissociation of insulin
hexamers after the complexation with cyclodextrins. Then,
the INS: HP-β-CD and INS:DM-β-CD complexes were
encapsulated in PLGA microspheres. These systems were
characterized and it was not observed any significant
difference in the microspheres diameter, but a
considerable increase in the hormone loading after the
complexation with HP-β-CD and DM-β-CD was shown.
UNITERMS: Insulin. Cyclodextrins. Microspheres.
Isothermal titration calorimetry. Hydrodynamic diameter.
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